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(54) Sensitiver Epstein-Barr-Virus DNA-Nachweis 

(57) Durch AuswahJ einer Sequenz des EBV-Genoms wird ein 
besondars sensitiver Epstein-Barr-Virus DNA-Nachweis er- 
moglicht. Die bereitgestellten Sonden eignen sich fur die 
Verwendung als PCR-Primer, die Hersteiiung von EBV-Son- 
den und zum Nachweis von EBV durch Hybridisierung mit 
nachweisbar markierten Sonden. 
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Beschreibung 

Gegenstand der Erfindung ist eine Nukleinsauresonde zum Nachweis von Epstein- Barr- Virus Nukleinsauren, 
ein Verfahren zur Herstellung einer Vielzahl von Kopien von Fragraenten des EBV-Genoms und ein Verfahren 
zum Nachweis von EBV. 

Hintergrund der Erfindung 

Epstein-Barr- Virus (EBV) ist ein weitverbreitetes humanpathogenes gamma-Herpesvirus. Es hat einen ausge- 
pragten Organotropismus: es werden B-Lymphozyten, die den Glykoproteinrezeptor CD 21 tragen, infiziert 
Bereits die Virusbindung bewirkt eine Aktivierung der B-Zellen, die friihzeitig nach Auftreten der ersten viralen 
Antigene in den Zellen (EBNA2) und dera anschlieBendem Beginn der viralen und zellularen DNS-Synthese 
imraortalisiert werden. Dabei kommt es zur Sekretion von B-Zeil-Wachstumsfaktoren. Ein typischer Infektions- 
zustand ist die Latenz mit episomal vorliegender viraier DNA. Spontan oder durch Induktionsmechanismen 
kann es in derartigen Zellen zu einer produktiven Infektion mit der Bildung von infektidsen Viruspartikein 
kommen. EBV, als Erreger der infektidsen Mononukleose (Pfeiffersches Driisenfieber), wird auch eng mit 
zahireichen maiignen Erkrankungen wie dem Burkitt-Lymphom und verschiedenen B-Zell-Lymphomen bei 
Immunsupprimierten assoziiert 

Stand derTechnik 

Die bisher verwendeten Methoden der Herpesvirennachweise basieren auf zwei Prinzipien: 

— Serologischer Nachweis vorhandener Antikorper, Voraussetzung ist ein intaktes Immunsystem. 

— Direkter Virusnachweis oder Virus-DNA-Nachweis. Unter den gentechnologischen Methoden bietet 
sich vor aDem die Polymerase-Ketten-Reaktion (PGR, US-A-4,683,202) an. Mittierweile wurden zahlreiche 
PCR-Assays fur den DNA-Nachweis des Epstein-Barr- Virus beschrieben, z. B. in J. Clin. MicrobioL 28: 
2187-2190, 1990; J. Clia MicrobioL 30: 2826-2829, 1992; und Aids Res. and Hum. Retroviruses 8: 
1869-1874,1992. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, Nukleinsauresonden zum Nachweis von EBV bereitzustelien. 

Gegenstand der Erfindung ist eine Nukleinsauresonde mit einer Lange von weniger als 350 Basen und mehr 
als 10 Basen, weiche eine oder mehrere Sequenzen von mindestens 10 aufeinanderfolgenden Basen aufweist, die 
zu 90% oder mehr komplementar oder horaolog sind zu SEQ JD.NO. 1 2. 

Kurze Beschreibung der Figuren 

In Fig. 1 A— 1C ist die Sequenz der BamHl W-Region von EBV gezeigt 

Detaillierte Beschreibung der Erfindung 

Unter einer Nukleinsauresonde wird im Sinne der Erfindung eine Sonde zum Nachweis von Nukleinsauren 
verstanden. Diese Sonde bindet Nukleinsauren durch Wechselwirkung von Basen der Sonde mit Basen der 
Nukleinsaure. Aus diesem Grund beruht die Bindung der Sonde mit der nachzuweisenden Nukleinsaure auf der 
FComplementaritat einer Basensequenz der Sonde mit einer Basensequenz der Nukleinsaure. Als Nukleinsaure- 
sonde kommen beispielsweise Nukleinsauren in Frage. Bevorzugt ist die Verwendung von Oligonukleotiden. Als 
Sonde konnen jedoch auch basensequenzhaltige Molekule dienen, bei denen der naturliche Zuckerphosphat- 
backbone durch einen kunstlichen Backbone, z. B. einen peptidhaltigen Backbone, ersetzt ist Solche Nukleinsau- 
resonden sind beispielsweise beschrieben in WO 92/20702 bzw. WO 92/20703. Als Backbone wird ein langer 
Molekulteil verstanden, an welchen die Basen kovalent gebunden sind (z. B. Zucker-Phosphat-Polymere oder 
Polypeptide). Die Tatsache der Hybridisierung oder/und ihre enzymatische Verlangerung kann zum Nachweis 
von EBV verwendet werden. 

Die Lange der Nukleinsauresonde richtet sich auch nach der geplanten Verwendung der Nukleinsauresonde. 
Generell wird eine Lange von weniger als 350, jedoch mehr als 10 Nukleotiden (nt) als im Sinne der Erfindung fur 
einsetzbar betrachtet Wenn die Sonde als Nachweissonde eingesetzt werden soil haben sich insbesondere 
Langen von zwischen 350 und 50 nt bevorzugt zwischen 300 und 100 nt als geeignet erwiesen. Fur die 
Verwendung als Primer sind insbesondere Oligonukleotide einer Lange von zwischen 50 und 10 nt besonders 
bevorzugt zwischen 25 und 13 nt geeignet 

Diese Sonde enthalt eine Sequenz, die mindestens 10 aufeinanderfolgende Nukleobasen am Backbone enthalt 
die zu 90% oder mehr komplementar oder homolog ist zu einer Sequenz der nachzuweisenden Nukleinsaure. 
Beispielsweise ist hiermit eine Sonde urnf aSt die bei einer Lange von 10 nt 9 oder 10 streng komplementare oder 
homologe (zu einer entsprechenden Sequenz von aufeinanderfolgenden Basen des EBV-Genoms) Nukleotide 
enthalt Die Sonde kann aber auch mehrere solche Sequenzen von mindestens 10 aufeinanderfolgenden Basen 
aufweisen, weiche durch andere Sequenzen (EBV-spezifische oder nicht EBV-spezifische) voneinander getrennt 
sind Die Sonde kann also neben den EBV-spezifischen Sequenzen auch weitere Sequenzen enthalten, die nicht 
EBV-spezifisch sind, z. B. zur Erkennung der Sonde durch andere Molekule, z. B. weitere Sonden. Nicht enthal- 
ten sein soliten allerdings Sequenzen, die mit Nukleinsauren anderer Organismen, als EBV, die in der Probe 
vorkommen konnten, unter den gewahlten Bedtngungen zu einem Nachweissignal fuhren wurdeo. 
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Unter einer Nachweissonde ira Sinne der Erfindung wird eine Sonde verstanden, deren Hybridisierung mit 
EBV-Sequenzen zum Nachweis von EBV verwendet wird In den meisten Fallen enthalt eine Nachweissonde 
eine funktionelle Gruppen, die ublicherweise in den nachzuweisenden EBV Nukleinsauren nicht vorkommt 

Unter einem Primer wird eine Sonde verstanden, die an einem ihrer Enden, bevorzugt am 3'-Ende enzyma- 
tisch, z. B. mit Hilfe einer Polymerase und Monodeoxyribonukleosidtriphosphateii, verlangert werden kann, 5 
Auch Primer konnen durch eine oder mehrere funktionelle Gruppen raodifiziert sein. 

Die erfindungsgemafie Sonde kann funktionelle Gruppen enthalten, die fur die geplante Verwendung der 
Nukleinsauresonden gezielt ausgewahlt sind Solche funktionellen Gruppen sind beispielsweise detektierbare 
oder immobilisierbare Gruppen. 

Eine detektierbare Gruppe im Sinne der vorliegenden Erfindung besteht aus einer direkt oder indirekt io 
nachweisbaren Gruppe, Direkt nachweisbare Gruppen sind beispielsweise radioaktive (* 2 P), farbige, oder fluo- 
reszierende Gruppen oder Metallatome. Indirekt nachweisbare Gruppen sind beispielsweise immunologisch 
oder enzymatisch wirksaine Verbindungen, wie Antikdrper, Antigene, Haptene oder Enzyme oder enzyraatisch 
aktive Teilenzyme. Diese werden in einer nachfolgenden Reaktion oder Reaktionssequenz detektiert Besonders 
bevorzugt sind Haptene, da mit ihnen markierte Nukleosidtriphosphate im allgemeinen besonders gut als 15 
Substrate von Polymerasen einsetzbar sind und eine anschlieBende Reaktion mit einem markierten Antikorper 
gegen das Hapten oder das haptenisierte Nukleosid leicht vorgenommen werden kann. Soiche Nukleosidtri- 
phosphate sind beispielsweise Brom-Nukleosidtriphosphate oder Digoxigenin-, Digoxin-, Biotin- oder Fluores- 
cein-gekoppelte Nukleosidtriphosphate, Als besonders geeignet haben sich die in EP-A-0 324 474 genannten 
Steroide und deren Detektion erwiesen. Fur deren Inkorporation in Nukleinsauren wird hiermit auf die EP- 20 
A-0 324 474 verwiesen. 

Eine immobilisierbare Gruppe im Sinne der vorliegenden Erfindung ist eine, die direkt oder indirekt mit einer 
festen Phase verbunden werden kaniL Hierzu eignen sich insbesondere Wechselwirkungen zwischen immunolo- 
gisch aktiven Verbindungen, wie Antikorpern und Antigenen oder Haptenen oder von Rezeptoren und Ligan- 
den, wie z. B. Avidin oder Streptavidin und Biotin. Bevorzugt als immobilisierbare Gruppe ist ein Hapten. 25 

Wenn im Folgenden von einer Sequenz gesprochen wird, wird davon ausgegangen, daB es eine Basensequenz 
ist 

Basen im Zusammenhang rait Sonden und Nukleinsauren sind ausgewahlt aus den naturlich vorkomraenden, 
wie den haufig vorkommenden Nukleinsaurebasen A, G, Q T und U sowie seiteneren Basen, wie I eta oder 
kunstlichen wie 7-Deaza-G. 30 

Komplementar zueinander sind Sequenzen oder Basen aufgrund der spezifischen Basen-Basen-Wechselwir- 
kung, z. B. der Basen A und T, G und Q A und U oder Deaza-G und G 

Homolog sind Sequenzen oder Basen, welche dieselben Bindeeigenschaften zu einer hierzu komplementaren 
Base oder Sequenz aufweisen, z. B. A und A, Deaza-G und G oder T und U 

Die Sequenz SEQ.ID.NO. 13 entspricht den Nukleotiden 615—1030 der Sequenz aus J. ViroL 44: 286—294, 35 
1982, Fig. 1 A— 1C, der Sequenz der Long Internal Repeats der BamHl W-Region des EBV-Genoms. 

Als Long Internal Repeat (LIR) werden Sequenzen der BamHIW-Region bezeichnet, die in jeder 
BamHIW-Region vorhanden sind, bevorzugt solche, die in jeder BamHIW-Region mehrfach vorkommen. Die 
Sequenz der BamHIW-Region ist aus den oben genannten Publikationen bekannt (siehe auch Nature (London), 
310: 207 —211, 1984), Die BamHIW-Region des EBV-Genoms umfaBt eine Lange von ca. 3.071 Basen bei einer 40 
Gesaratlange des Genoms von ca. 175 kb. Diese Region wiederholt sich bis zu 1 1-mal innerhalb des EBV-Ge- 
noms. Dabei handelt es sich urn einen hochkonservierten Bereich, der fur 2 Exons des EBNA-Proteins codiert (J. 
ViroL 44: 286—294, 1982). Die Sequenz eines LIR ist in Fig. i angegeben. 

Die Lange der EBV-spezifischen Sequenz der Sonde ist bevorzugt kurzer als eine Long Internal Repeat 
Sequenz (LIR). Daher liegt die Sequenz bevorzugt innerhalb einer LIR. Besonders bevorzugt ist die Sequenz von 45 
mindestens 10 aufeinanderfolgenden Basen zu 90% oder mehr komplementar oder homolog zu SEQ.ID.NO. 12, 
die den Nukleotiden 850 bis 970 der Fig, 1 A— 1C entsprechea 

Bedingungen, bei denen die erfindungsgemaBen Sonden an EBV-Nukleinsauren binden konnen, aber nicht an 
Nukleinsauren von anderen huraanpathogenen Herpesviren oder an humane DNA, konnen von dem Fachmann 
auf einfache Weise ermittelt werden- Hierzu kann er Hybridisierungsversuche durchfuhren. Eine Vorauswahl 50 
kann beispielsweise durch Sequenzvergleich mit Datenbanken, welche die genomischen Sequenzen von anderen 
humanpathogenen Herpesviren und humaner DNA enthalten, erhaJten werden. Bevorzugt werden die Hybridis- 
ierungsbedingungen so eingestellt, daB eine Sonde, die eine exakt komplementare Sequenz enthalt, mit der 
nachzuweisenden Nukleinsaure hybridisiert, nicht jedoch eine Nukleinsaure, die innerhalb des bindenden Berei- 
ches ein oder mehrere Mismatche aufweist 55 

Ais besonders zweckmaBig haben sich Sonden erwiesen, die eine der Sequenzen der SEQ.ID.NOS. 1 und 3 
oder Teilen davon mit einer Lange von 10 oder mehr Basen enthalt oder eine hierzu komplementare Sequenz 
enthalt Nukleinsauresonden mit einer langeren Sequenz sind beispielsweise durch in-vitro-Ampliflkation eines 
Teils der BamHIW-Region des EBV-Genoms herstellbar. Unter in- vitro- Amplifikation wird eine Vermehrung 
eines Teils der Region verstanden, die nicht innerhalb einer lebenden Zelle stattfindet Beispiele fur in-vitro-Am- 60 
plifikadonen sind die Polymerase-KLetten-Reaktion (US-A-4,683,202) oder NASBA (EP-B-0 329 822). Mit Hilfe 
dieser Verfahren konnen durch Wahl der Primersequenz bestimmte Bereiche des EBV-Genoms zur Grundlage 
einer Amplifikation gemacht werden- Im Fall der PCR werden Sonden erhaiten, die jeweils die Primersequenzen 
und die zwischen den 3'- Enden der Primer gelegenen Sequenz enthalten. 

ErfindungsgemaBe Sonden, die auch als Primer fur die Hersteilung langerer Sonden (z. B. der oben genannten 65 
Nachweissonden) verwendbar sind, werden zweckmafiigerweise durch chemische Synthese hergestellt Hierttir 
existieren kommerziell erhaltliche Synthesizer und geeignete aktivierte und geschutzte Mononukleotide. 

Je nach Lange eignen sich die erfindungsgemaBen Sonden als Nachweissonden (langere Sequenzen) oder als 
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Primer (kurzere Sequenzen). Es ist jedoch auch moglich, zwei oder mehr Sonden miteinander zu korabinieren. In 
einem ersten bevorzugten Fall werden zwei kurzere Sonden miteinander kombiniert, urn ein Primerpaar zur 
Durchfuhrung eines Amplifikationsverfahrens bereitzustelletL Hierzu werden die Sequenzen der Sonde so 
gewahlt, daB sie zu unferschiedlichen Strangen des EBV-Genoms koraplementar sind Die Lage der Hybridisie- 
rungspositionen der Primer wird so gewahlt, daB das Verlangerungsprodukt eines Primers als Teraplat fur (tie 
Verlangerung des anderen Primers benutzt werden kann. Hierdurch wird eine theoretisch exponentielle Ampli- 
fikation von Nukleinsauren erreicht Sofern mehrere Bereiche (z. B. in unterschiedlichen Sequenzen des EBV- 
Genoms) amplifiziert werden sollen, konnen auch noch weitere Primerpaare in die Kombination integriert 
werden. Dariiber hinaus hat es sich als zweckmaBig erwiesen, ein wie oben geschildert deFiniertes Primerpaar 
rait einer Nachweissonde zu kombinieren, wobei die Sequenz der Nachweissonde so gewahlt wird, daB sie mit 
dem Araplifikationsprodukt in dem Bereich, der zwischen den Primerhybridisierungsstellen liegt, hybridisieren 
kann. 

In den oben genannten Kombinationen ist jede erdenkliche Verpackung moglich. Besonders bevorzugt 
werden jedoch die Primer in einem ersten GefaB und die Sonden in einem zweiten GefaB verpackt 

Ebenfalls Gegenstand der Erfmdung ist ein Verfahren zur spezifischen Herstellung einer Vielzahl von Kopien 
von Fragmenten des EBV-Genoms unter Verwendung von mindestens 2 erfindungsgemaBen Sondea Fur diesen 
Fall empfehlen sich die oben genannten kurzeren Sonden als Primer. Das Verfahren kann analog zu dem in 
US- A-4,683,202 geschilderten Verfahren gefuhrt werden. 

Bevorzugt wird einer der Primer aus dem Bereich von SEQ.ID.NO. 13, besonders bevorzugt SEQ.ID.NO. 12 
ausgewahlt Fur den Fall daB ein Gegenprimer erforderlich ist, kann dieser zwar ebenfalls aus diesem Bereich 
gewahlt werden, bevorzugt wird er jedoch aus dem Bereich der Nukleotide gewahlt, die den hdheren Positionen 
entsprechen. Besonders bevorzugt hybridisieren die Gegenprimer so, daB das 3'-Ende dieser Primer rechts von 
Nuldeotidposition 1 150 liegt Besonders bevorzugt liegt der zweite Primer zwischen Position 1 180 und 1500 von 
Fig.lA-lG 

Ebenfalls Gegenstand der Erfmdung ist ein Verfahren zum Nachweis von EBV wobei eine oder mehrere 
erfindungsgeraaBe Sonden an das EBV-Genom gebunden werden und das Auftreten der Bindung zura Gegen- 
stand des Nachweises benutzt wird- Fur den FaH daB es sich bei der erfindungsgemaBen Sonde um eine 
Nukleinsaure handelt, dann handelt es sich um eine spezielle Ausfuhrungsforra von auf einem Hybridisierungser- 
eignis beruhenden Test Auf Hybridisierungsereignisse beruhende Tests sind in ihren Grundzugen dem Fach- 
mann auf dem Gebiet der Nukleinsaurediagnostik bekannt Soweit experimentelle Details im Folgenden nicht 
ausgefuhrt sind, wird dazu voUinhaltlich auf "Nucleic acid hybridisation", Herausgeber B.D. Hames und SJ. 
Higgins, IRL Press, 1986, z. B. in den Kapiteln I (Hybridisation Strategy), 3 (Quantitative Analysis of Solution 
Hybridisation) und 4 (Quantitative Filter Hybridisation), Current Protocols in Molecular Biology, Edt F.M. 
Ausubel et at, J. Wiley and Son, 1987, und Molecular Cloning, Edt J. Sambrook et aL, CSH, 1989, Bezug 
genommen. Zu den bekannten Methoden gehort auch die Herstellung von raarkierten Nukleosidtriphosphaten, 
wie sie in EP- A-0 324 474 beschrieben sind, die chemische Synthese von modifizierten und unmodifizierten 
Oligonukleotiden, die Spaltung von Nukleinsauren mittels Restriktionsenzymen, die Auswahl von Hybridisie- 
rungsbedingungen, durch welche eine Spezifitat erreicht werden kann, die unter anderem vom AusmaB der 
Komplementaritat zwischen den zu hybridisierenden Nukleinsauren, deren GC-Gehalt und deren Lange ab- 
hangt, sowie die Bildung von Nukleinsauren aus Nukleosidtriphosphaten mit Hilfe von Polymerasen, gegebe- 
nenf alls unter Verwendung von sogenannten Primenu 

Sofern es sich bei der Sonde um eine PNA-Sonde handelt, wird auf die Offenbarung in WO 92/20703 
verwieseit Diese Sonden zeichnen sich insbesondere dadurch aus, daB ihre Hybridisierungsneigung weniger 
vom Salzgehalt der Hybridisierungslosung abhangig ist 

Die erfindungsgemaBen Nachweisverfahren bestimmen das Auftreten der Bindung zwischen der Sonde und 
der nachzuweisenden Nukleinsaure als Zeichen fur die Anwesenheit oder die Menge an nachzuweisender 
EBV-Nukleinsaure. Dies kann beispieisweise geschehen, in dem eine Probe, in der EBV verrautet wird, auf eine 
Membran aufgebracht und die Nukleinsauren an der Membran immobilisiert werden. AnschlieBend wird eine 
Losung mit einer erfindungsgemaBen Nukleinsauresonde aufgebracht und unter Bedingungen, bei denen eine 
Bindung der Sonde an der nachzuweisenden Nukleinsaure stattfmdet, inkubiert Die Menge bzw. das Auftreten 
einer raarkierten Gruppe, welche an die Sonde gebunden ist, auf der Membran zeigt die Anwesenheit von 
EBV-Nukleinsauren aa 

In einem besonderen Verfahren werden Primerpaare eingesetzt, die so charakterisiert sind, daB ein erstes 
Primerpaar ein Amplifikationsprodukt erzeugt, welches wiederum als Tempiat fur die HersteUung eines kurze- 
ren Amplifikates unter Verwendung des zweiten Primerpaares verwendet wird Ein soiches Vorgehen ist auch 
als nested PCR bekannt geworden. Bevorzugte Kombinationen von Primern sind daher SEQJDJ^O. 
l/SEQ JD JMO. 2 und SEQ.ID.NO. 3/SEQ JD MO. 4. 

Mit der oben genannten Kombination von 4 Primern ist es auch moglich, eine groBe Menge von EBV-spezifi- 
schen Sonden herzustellen. Nach getrennter Amplifikation mit beiden Primerpaaren wird das entstandene 
kurzere Amplifikat als Sonde eingesetzt Das heiBt, diese Sonde wird zur Hybridisierung mit EBV-Nukleinsau- 
ren oder Amplifikaten einer zu untersuchenden Probe gebracht und die entstandenen Hybride nachgewiesen. 

Die genannten Primerpaare zeichnen sich dadurch aus, daB sie ein ahnliches Schmelzverhalten in der PCR 
haben. Dariiber hinaus neigen die Primerpaare praktisch nicht zur Primer-Dimerbildung. Oberraschenderweise 
konnen rait den erfindungsgemaBen Sonden besonders viele EBV Isolate nachgewiesen werden. Die Sonden 
f uhren zu einem besonders sensitiven Nachweis. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfmdung naher: 



Beispieil 

Leukozytenpraparation aus einer Blutprobe (Erylysis) 

Zu 10 ml EDTA-antikoaguliertem peripheren Blut werden 20 mi Erylysispuffer hinzugefugt, gut durchmischt 5 
und 30 Minuten auf Eis gestellt Nach einer lOminutigen Zentrifugation bei 500 g und 4°C wird der hamolysierte 
Oberstand verworfen. Das Leukozytenpellet wird in 1 x PBS resuspendiert, in ein 1,5 ml ReagenzgefaB 
iiberfuhrt und bei 500 g und 4°C zentrifugiert Nach dem vorsichtigen Dekantieren des Oberstandes kann das 
Sediment entweder bei - 20° C aufbewahrt oder weiterverarbeitet werden. 

10 

Liquor cerebrospinalis und andere KSrperflussigkeiten 

0,5 bis 2 ml Liquor cerebrospinalis werden in 1,5 ml ReagenzgefaBen schonend bei 350 g und 4°C 10 Minuten 
zentrifugiert Der Oberstand wird abgehoben und getrennt vom Sediment bei — 20°C gelagert Intraoperativ 
gewonnene Proben, wie Glaskorperpunktat, Augenkammerpunktat oder Augenspulflussigkeit, werden wie 15 
Liquor behandelt Sediment und Oberstand werden getrennt bei - 20° C gelagert oder direkt weiterverarbeitet 

Alkalische Lyse 

Das Leukozytenpellet wird mit 50 jxl, die Sedimente von alien anderen Korperflussigkeiten mit 25 fxl 50 mM 20 
NaOH uberschichtet, gut durchmischt und kurz zentrifugiert Die Proben werden mit 100 pi Paraffinol uber- 
schichtet und 10 Minuten lang auf 95° C erhitzt Zum Neutralisieren werden fur je 25 jil 50 mM NaOH je4 jxi I M 
Tris HC1 (pH 7.4) durch die Olschicht durchpipettiert Das neutralisierte Lysat kann direkt in die PCR eingesetzt 
werden (Rolfs A^ Schuller L, Rnckh U, Weber-Rolfs L 1991 PCR: Clinical Diagnostics and Research. New York, 
Berlin, Springer Veriag, 1 992. 25 

Durchfuhrung der PCR 

Die Reagenzien fur die PCR werden auf Eis in 0,5 (il ReagenzgefaB pipettiert Die ReagenzgefaBe werden 
direkt auf dem Eis in den auf 95° C vorgeheizten Therraocycler gesetzt (Hot-Start-PCR). Die Lage- Angaben fur 30 
die Sonden beziehen sich auf die Numerierungen aus J. ViroL 44: 286 — 294 (1 982), Fig. 1 . 

Tabelle 

PCR-Pipettierschema (25 pi Ansatz) fur die diagnostische EBV-PCR 35 



Reagenzien 


Pipettierscheraa A 


Endkonzentration 


Aqua bidest 


17,3 nl 




PCR Puffer (1 Ox) 


2,5 nl 


10 mM Tris HCI; 50 mM KC1; 
l,5mMMgCi2 


dNTPs(lOnM) 


0,5 ni 


200 uM 


Primerpaar 1407/08 (10 |iM) 
(SEQ.ID.NO. 1/2) 


2jil 


0,8 fiM 


Taq DNA-Polymerase (5 U/fil) 


0,2 fit 


1U 


DNA-Probe 


2,5 n l 





Primer 1407/ 1408 (Lage: "+*-Primer 878-898, "-"-Primer 1170-1189) 
Amplifikatlange 310 bp. 

+ Primer 5' gtc ccc acg cgc gca taa tg (SEQ.ID.NO. 1) 
- Primer 5 r gtg gac tec tgg cgc tct ga (SEQ.ID.NO. 2) 
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Temperaturprofil 



1 . Initiate Denaturierung 


ct 




2. Denaturierung 


45« 


95° C 


3. Annealing 


90" 


68° C 


4. Elongation 


45" 


72° C 


S. Terminate Elongation 


5' 


72° C 


6. Abkuhlung 




4°C 



DieSchritte2.bis4.werden35 x wiederholt 

PCR rait inneren Primera 

Ziel der PCR mit inneren Oiigonukleotidprimerpaar 1409/10 ist die Herstellung ausreichender DNA-Mengen 
fur eine Dig-Markierungsreaktton zur Herstellung spezifischer Sonden. 

Tabefle 

PCR-Pipettierscheraa(25 ]il Ansatz) fur die Herstellung eines inneren Amplifikates 



Reagenzien 


Pipettierschema B 


Endkonzentration 


Aqua bidest 


17,8 ul 




PCR Puffer (1 Ox) 


2,5 ul 


10 mM Tris HO; 50 mMKCl; 
l,5mMMgCl 2 


dNTPs (10 mM) 


0,5 ul 


200 nM 


Primerpaar 1409/10 (10 uM) 
(SEQ.1D.NO. 3/4) 


2ul 


0,8 pM 


Taq (5 U/ul) 


0,2 ul 


1U 


DNA der Poativkontrolle 


2 |xl 





Primer 1409/14l0(Uge: w +"-Primer933-952 > 1 
Amplifikatlange 167 bp. 
+ Primer: 5' eta tgg ttg get gcg ctg ct (SEQ.ID.NO. 3) 
- Primer: 5' ttg get get gtc tgg ctt ac (SEQ.ID.NO. 4) 



Primer 1082- 1101) 



Verwendetes Temperaturprofil fur die innere PCR 



1. Initiale Denaturierung 

2. Denaturierung 

3. Annealing 

4. Elongation 

5. Tenmnale Elongation 

6. Abkuhlung 



5' 95° C 
45" 95° C 
90" 68° C 
45" 72° C 
5 ! 72° C 
4°C 



Die Schritte 2. bis 4. werden 35 x wiederholt 



ReampHfikation und Digoxigenin Markierungsreaktion 

Die Herstellung der doppelstrangigen Hybridisierungssonden besteht aus zwei aufeinander basierenden 
PCR-Reaktionen, & h*die Araplifikate aus der ersten (PCR rait inneren Primern) werden, nach einer Agarosegel- 
Reinigung, als Matrix in der zweiten, der Markierungs-PCR, eingesetzt 5 

Tabelle 

PCR-Pipettierschemata. Schema C (50 yd Ansatz) wird bei einer Reampliflkations-PCR und Schema D (50 \x\ 

Ansatz) bei einer Markierungs-PCR verwendet 10 



jveajjcnzien 


jripetuerscnema u 


r iperuers enema is 


JLuuKQuZeuLTauDu 


Aquabidest 


37,45 nl 


35,7 




PCR Puffer (lOx) 


5 Hi 


5*1 ^ 


lOmMTrisHCl; 

50mMKCI; 

l,5mMMgCl 2 


dNTPs (10 mM) 


0,25 id 




50 uM 


dNTP labelling Mix (10 x) 




2 pi 


50 uM 


Pximerpaar 1409/10 (10 fiM) 
(SEQIDJNO. 3/4) 


4uJ 


4 |il 


0,8 (iM 


Taq DNA PoIvmerase(5 U/ul) 


0,3 nl 


0,3 Hi 


uu 


DNA Probe 


3ul 


3ul 





Das verwendete Temperaturprofil ist identisch rait dem fur die PCR rait den inneren Primern, nur die Anzahl 
der Zyklen wurde auf 45 erhoht 

as 

Darstellung der PCR-Produkte aus Agarosegei 

Ein 3%iges Agarosegemisch, bestehend aus 2 Teilen Biorad Agarose (0,45 g) und einem Teil NuSieve GTG 
Agarose (0,15 g), wird rait 22 ml 1 x Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE) aufgekocht, mit 0,5 nl (1 \ig/\il) Ethidium- 
bromid vorgef arbt und bei 4° C zu einem ca* 3 mm dicken Gel gegosseiu 40 

6 \x\ eines jeden PCR-Ansatzes werden in einer Microtiterplatte rait 1 ^1 10 x Gelladepuffer gut vermischt 
und in die Geltaschen pipettiert Im ersten und ietzten Slot einer jeden Reihe wird zur Beurteilung der Lange der 
Amplifikate 1 \i\ des Boehringer DNA-Langen-Standard VI (Boehringer Mannheim GmbH, BRD) aufgetragen. 

Die Gelelektrophorese erfolgt bei einer Spannung von 100 Volt und einer Strorastarke von 50 mA uber die 
Dauer von 30 Minuten. Zur Auswertung wird das Gel auf einen 302 nm Uv-Transilluminator gelegt und mit einer 45 
Polaroidkamera (Blende: 45, Beiichtungsdauer: 2 Sekunden) fotografiert 

Herstellung von DNA-Matrix mittels eines praparativen Agarosegels 

Aus 1,4 g Nusieve GTG und 20 ml 1 x Tris-Acetat-Puffer wird ein 1,5% niedrigschmelzendes Agarosegei so 
hergesteilt Nach dem Erhitzen wird der homogenen Masse 1 jil Ethidiumbromid (10 mg/ml) hinzugefugt 100 p.1 
der Produkte der inneren PCR (Primerpaar 1409/10, SEQ.ID.NO. 3/4)) werden mit 10 \i\ 10 x Gelladepuffer gut 
vermischt und in eine groBe Geltasche pipettiert Nach der eiektrophoretischen Auftrennung wird mit einem 
302 nm UV-Transilluminator die Zielbande aus dem Gel ausgeschnitten und in ein Reagenzgef aB uberfuhrt Das 
Gelstiick wird in einem Thermoblock auf geschmoizen und jeweils 3 in 0,5 yd ReagenzgefaBen fur die spatere 55 
Markierungsreaktion aliquotiert 

Nachweis der Markierungsreaktion im Agarosegei 

In einem 3% Agarosegei werden jeweils nach dem Mischen mit 10 x Gelladepuffer, 5 jxi der markierten 60 
Araplifikate neben 5 \i\ nicht-markierten Amplifikate aufgetragen. Die markierten Araplifikate weisen im Ver- 
gieich zu dem nicht-markierten Amplifikat ein retardiertes Laufverhalten im Gel auf und erraoglichen damit 
einen RuckschluB auf die erf olgte Markierungsreaktion* 

SensitivitatderhergestelltenSonden 65 

Um die Unterschiede zwischen verschiedenen Markierungsreaktionen erfassen zu konnen, wird die Qualhat 
der neu hergestellten Sonde in zwei Verdunnungsreihen gepruft In der ersten Verdunnungsreihe wird die Sonde 
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in deziraaien Schritten verdunnt in ein Gel aufgetragen, gefalottet und, da die Sonde selbst Digoxigenin-markiert 
ist, direkt detektiert Bei der zwetten Verdunnungsreihe wird das Zielamplifikat dezimal (1 0,1 jjtU 0,01 \il 
0,001 jU) im Gei aufgetragen, geblottet und mit 2 jjl! der neu synthetisierten Sonde unter den Standardbedingun- 
gen hybridisiert und detektiert 

Southern Blot 
Materialien 

- "DIG DNA Labelling and Detection Kit non-radioactive": Boehringer Mannheim, # 1093 657. 

- Denaturierungspuffer: 1,5 M Nad [88 g/1]; 0,5 M NaOH [20 g/lj 

- Neutraiisierungspuffer: 1M TrisHCl[121 g/l];2 M NaCi[117 g/1]; pH 5.0 

- Nylonmembran, positiv geladene,0.45 \t, Fa. Boehringer, # HI 7 240 

- Waschpufferl:2 x SSQ0l%SDS 

- Waschpuffer 2: 0, 1 x SSC, 0,1% SDS 

- Hybridisierungspuffer: 5 x SSC; 2,0% Blocking Reagenz, 0,1% N-Laurosylsarkosin, Na-salt (Sigma); 
0,02% SDS (n-Dodecylsulfat-Natriumsalz) 

- Boehringer Positivsonde: BamHl linearisierte pBr328 DNA, random priming markiert mit Digoxigenin; 
Boehringer, # 1062590 

- 50 ml Faicon-Rohrchen 

DNA-Transfer 

Urn die im Agarosegel doppelstrangig vorliegenden Amplifikate in einzelstrangige DNA zu trennen, wird das 
Gei 10 Minuten lang in der Denaturierungslosung (1,5 M NaCI, 0,5 M NaOH) inkubiert und 10 Minuten in 
Neutraiisierungspuffer (1 M Tris, 2 M NaCl, pH 5,0) gelegt 

Das neutralisierte Gel wird mit der Slotreihe nach unten auf ein vorab befeuchtetes Whatman-Papier gelegt 
AnschtteBend wird die auf 6,8 x 10,3 cm zurechtgeschnittene Nylonmembran ohne Luftblasen auf das Gel 
plaziert 

Drei ebenfalls in Neutraiisierungspuffer angefeuchtete Lagen Whatman-3MM-Papier werden nacheinander 
uber die Nylonmembran gelegt AbschlieBend werden noch 5 cm Papierhandtucher darubergeschichtet und mit 
500 g Gewicht beschwert Nach 6 Stunden hat der DNA-Transfer bei Amplification bis 400 bp stattgefundea 
Die so transferierten DNA- Amplifikate werden auf der noch feuchten Membran mit 120 mj UV-gecrosslinkt 
Die Membran wird an der Luft getrocknet und dann staubfrei bis zur Hybridisienmg aufbewahrt 

Hybridisierung mit spezifischen Proben 

Die Nylonmembran wird mit 5 ml Hybridisierungspuffer bei 62° C unter Rotation fur 30 Minuten vorhybridis- 
iert Jeweils 2 pi der Digoxigenin-markierten Sonden und der Boehringer Positivsonde (BamHl -linearisierte 
pBr328 DNA, random priming markiert mit Digoxigenin) werden, zusammen mit Hybridisierungspuffer, ther- 
misch denaturiert und dem Vorhybridisierungs-Mbc hinzugefugt Nach 12 Stunden wird die Losung verworfen 
und die Membran zweimai bei Raumtemperatur fur 5 Minuten mit Waschpuffer 1 und zweimal mit Waschpuffer 
2 bei 65°C unter standiger Rotation inkubiert Die Blot-Membranen werden sofort chromogen detektiert 

Chromogen-Detektionder DNA-DNA-Hybride(nicht~radioaktive Detektion) 

Materialien 

- Detektions-Puf f er 1 : 100 mM Maieinsaure, 150 mM NaCl, 03% (w/v) Tween™ 20, pH 7.0 bei 20*0 

- Detektions-Puffer 2: 1,0% Blocking Reagenz geldst in Detektions-Puffer 1. 

- Detektions-Puffer 3: 100 mM Tris HCl 100 mM NaCL 50 mM MgCt2, pH 95 bei 20° . 

- Detektions-Puffer 4: 10 mM Tris HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0 bei 20° 

- Alkalische Phosphatase konjugierter polyklonaler Schaf-anti-Digoxigenin-Antikorper; Fab-Fragment, 
750 U/nu\ Boehringer, # 1093328 

- Farblosung fur chromogen-Detektkm (frisch zubereitet): 45 jil Nitroblue-TetrazoUum-Salz(NBT)-L5- 
sung; 35 \il 5-Brom-4-Chlor-Indolyiphosphat (X-Phosphat) in 10 ml Detektions-Puffer 3. 

Durchfuhrung 

Die Membran wird fur 30 Sekunden in Detektionspuffer 1 inkubiert, gefolgt von 30 Minuten in 20 ml Detek- 
tionspuffer Z 2 jil Antikorper-Konjugat werden mit 10 ml frisch angesetztem Detektionspuffer 2 gemischt und 
dann zu der Membran hinzugegeben. Nach 30 Minuten stindigem leichten Schutteln wird die Antikorperlosung 
verworfen und zweimal fur 10 Minuten mit Detektionspuffer 1 gewaschen, Wahrend der kurzen (30 Sekunden) 
Aquilibrierung mit Detektionspuffer 3, wird die Farblosung (45 yl NBT und 35 til X-Phosphat in 10 ml Detek- 
tionspuffer 3 verdunnt) frisch hergestellt Zur Entwicklung werden die Membranen in eine Klarsichtfolie gelegt, 
mit der Farblosung beschichtet und unter AusschluB von Licht aufbewahrt Wahrend der Entwicklung, die bei 
diagnostischen Fragestellungen mindestens 2 Stunden bis maximal 24 Stunden dauert, durfen die Membranen 
nicht bewegt werden. Bei Erreichen der gewunschten Anfarbung wird die Reaktion mit 3 ml Detektionspuffer 4 
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abgestoppt 

Resultate 
Sensitivitat und Spezifitat 



Dezimale VerdGnnungsreihen der EBV-Kontroll-DNA (B95-8 Strain) zeigen, daB nach der Amplification mit 
dem Primerpaar 1407/08 (SEQiD.NO. 1/2), gefolgt von der Hybridisienmg und Detektion, zuverlassig ca. 2 bis 
20 EBV-FCopien nachweisbar waren. Weder DNA von anderen humanpathogenen Herpesviren noch humane 
DNA wurde mit den Primerpaaren 1407/08, 1409/10 araplifiziert Die experimentell nachgewiesenen Sensitivita- 10 
ten waren im direkten Vergleicb mit publizierten EBV-DNA-PCR-Systemen stets mindestens 1 Zehnerpotenz 
sensitiver. Aufgrund der hohen Sensitivitat eignet sich dieses Primersystem sowohl fur die virologische Diagno- 
stik bei akuten Erkrankungen wie auch fur das Monitoring und Screening bei gefahrdeten Patientenkollektiven 
wie Transplantationsempf angern und Immundefizienten. 

15 

Beispiel 2 



Weitere Primerpaare 

20 



(+)-Primer 


SEQ.E>.NO. 


(-)-Primer 


SEQ.ID.NO. 


GGTCTATGGTTGGCTGCGCT 


5 


AGCGACGGTGATGAAGGTGG 


6 


GGTCTATGGTTGGCTGCGCT 


5 


TTGTGTGGACTCCTGGCGCT 


7 


CTATGGTTGGCTGCGCTGCT 


8 


TTGTGTGGACTCCTGGCGCT 


7 


CTATGGTTGGCTGCGCTGCT 


8 


TGGACTCCTGGCGCTCTGAT 


9 


GGCTGCGCTGCTG CTATCTT 


10 


GAACTGACAATTGGCTGCTG 


11 



35 
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Sequenzprotokoll 



(1) ALLGEMfilNE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhofer Strasse 116 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: Germany 

(F) P0STLEIT2AHL : 68298 

(G) TELEFON: 0621/759-4348 

(H) TELEFAX: 0621/759-4457 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: • Sensitiver Epstein-Barr-Virus 
DNA-Nachweis 



(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 13 

20 

(iv) COMPDTER-LESBARE FAS SUNG: 

(A) DAT ENTRAGER : Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS /MS -DOS 

25 (D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZD SEQ ID NO: 1; 

30 (i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



35 



40 



(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG : /desc = "Oligodesoxyribonukleotid" 

(iii) HYFOTHETISCH: NEIN 



45 



60 



(xi) SEQUENZ BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 1: 
GTCCCCACGC GCGCATAATG 20 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 



(i) SEQUENZ KBNNZEICHEN : 
so (A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

55 (ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodesoxyribonukleotid" 



(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(xi) S EQUENZ B ESCHRE IBUNG : SEQ ID NO: 2: 



65 



GTGGACTCCT GGCGCTCTGA 20 
(2) ANGABE_N ZU SEQ ID MO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodesoxyribonukleotid" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: . 
CTATGGTTGG CTGCGCTGCT 20 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM; Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc ~ "Oligodesoxyribonulcleotid" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
TTGGCTGCTG TCTGGCTTAC 20 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc « "Oligodesoxyribonukleotid" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
GGTCTATGGT TGGCTGCGCT 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 



20 
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(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 20 Basenpaare 
.(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodesoxyribonukleotid" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

15 

AGCGACGGTG ATGAAGGTGG 20 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

20 (i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

25 

(ii) ART DES MOLEK0LS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc « "Oligodesoxyribonukleotid" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO; 7: 

TTGTGTGGAC TCCTGGCGCT 20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
40 (A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

45 (ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodesoxyribonukleotid " 



30 



35 



50 



55 



(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 
CTATGGTTGG CTGCGCTGCT 20 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LSNGE: 20 Basenpaare 
eo (B) ART: Nucleotid 
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(C) STKANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

20 

TGGACTCCTG GCGCTCTGAT 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

( ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige ^^X^ibonukleotid" 

(A) BESCHREIBONG: /desc = "Oligoaesoxy^ 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(xi) SEQOENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 
GGCTGCGCTG CTGCTATCTT 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) ST RANG FORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure ^ 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = 'Oligoaesoxyt^ 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 11: 

20 

GAACTGACAA TTGGCTGCTG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 121 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Gendm-DNA 



20 
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(iii) HY POTHET I SCH : NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 
AAACTTTAGA GGCGAATGGG CGCCATTTTG TCCCCACGCG CGCATAATGG CGGACCTAGG 60 
CCTAAAACCC CCAGGAAGCG GGTCTATGGT TGGCTGCGCT GCTGCTATCT TTAGAGGGGA 120 
G 121 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 416 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOIiS: Genom-DNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 
GAGGGTGAGG CCCAGCCCCC TCCCGCCCCT GTCCACTGCC CCGGTCCCCC CAGAAGCCCC 60 



CAAAAGTAGA GGCTCAGGCC ATGCGCGCCC 
AAGGCCGGGA GAGGCAGCCC CAAAGCGGGT 
GGACCCGAAA TCTGACACTT TAGAGCTCTG 
TTAGAGGGGA ATGGGCGCCA TTTTGTCCCC 
AACCCCCAGG AAGCGGGTCT ATGGTTGGCT 
GGAATAAGCC CCCAGACAGG GGAGTGGGCT 



TGTCACCAGG CCTGCCAAAG AGCCAGATCT 120 
GCAGTAACAG GTAATCTCTG GTAGTGATTT 180 
GAGGACTTTA AAACTCTAAA AATCAAAACT 240 
ACGCGCGCAT AATGGCGGAC CTAGGCCTAA 300 
GCGCTGCTGC TATCTTTAGA GGGGAAAAGA 360 
TGTTTGTGAC TTCACCAAAG GTCAGG 416 



Patentanspruche 

1. Nukleinsauresonde mit einer Lange von weniger als 350 Basen und mehr als 10 Basen, welche eine oder 
mehrere Sequenzen von mindestens 10 aufeinanderfolgenden Basen aufweist die zu 90% oder mehr 
kompleraentar oder homolog sind zu SEQID.NO. 13. 

2. Sonde gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB sie unter Bedingungen, bei denen sie an EBV-Nu~ 
kleinsauren binden kann, weder an Nukleinsauren von anderen humanpathogenen Herpesviren noch an 
humane DNA bindet 

3. Sonde gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB sie eine der Sequenzen der SEQ.ID.NOS. 1 
bis 4 oder Teilen davon rait einer Lange von 10 oder mehr Basen oder eine der hierzu komplementaren 
Sequenzen enthalt 

4. Nukleinsauresonde, hergesteilt durch in-vitro-Amplifikation eines Teils der BamHIW-Region des EBV- 
Genoms. 

5. Sonde gemaB Anspruch 4, enthaltend mindestens eine der Sequenzen der SEQJD.NOS. 1 bis 4 oder 
Teilen davon mit einer Lange von 10 oder mehr Basen und mindestens einer zu einer Sequenz der 
SEQ JD.NOS. 1 bis 4 oder Teilen davon mit einer Lange von 10 oder mehr Basen komplementaren Sequenz. 

6. Sonde gemaB Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, daB sie unter Bedingungen, bei denen sie an 
EBV-Nukleinsauren binden kann, weder an Nukleinsauren von anderen humanpathogenen Herpesviren 
noch an humane DNA bindet 

7. Sonde gemaB einem der Anspruche 4 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB sie eine Lange von mehr als 100 
Basen hat 

8. Sonde gemaB einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB sie eine Lange von weniger als 
50 Basen hat 

9. {Combination enthaltend 2 oder mehr Sonden gemaB einem der vorangehenden Anspruche. 

10. Verfahren zur spezifischen Herstellung einer Vieizahl von Kopien von Fragmenten des EBV-Genoms 



unter Verwendung von mindestens 2 Sonden gemaB einem der Anspriiche 1 bis 3 oder 8. 
1 1. Verfahren zum Nachweis von EBV, dadurch gekennzeichnet, daB eine oder mehr Sonden gemaB einem 
der Anspriiche 1 bis 8 an das EBV-Genom gebunden werden und das Auftreten der Bindung zum Gegen- 
stand des Nachweises benutzt wird. 

1 2 Kombination gemaB Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleobasen am 3'-Ende der Sonden 5 
nicht zueinander korapiementar sind 

13. Kombination gemaB Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Sonden einen ahniichen GC-Gehalt 
haben. 



Hierzu 3 Seite(n) Zeichnungen 10 
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FIG 1 A * 
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gaxccccccaccggcccttctctctgtccccctgctccTCtccaacctt ^9 
cgctccaccctagaccccagcttctggcctccccgggtccaccaggcca 98 
gccggagggaccccggcagcccgggcgagtcgccttccctctcccctgg 1 47 
cctctcct tcccgcctcccacccgagccccctcagcttgcctccccacc 196 
gggtccatcaggccggccggagggaccccggcggcccggtgtcagtccc 245 

250 260 270 280 290 

■ ■ ' • ^ ■ ■ ' ■ i ' ' ■ * i • ■ » ■ i ■ ■ • ■ i * ' * ' i ' ■ ■ ' i • ■ ■ ■ i ■ ■ ' ■ i ' * * * 

ccctgcagccgcccagtctctgcctccaggcaagggcgccagcttttct 294 
ccccccagcctgaggcccagtctcctgtgcactgtctgtaaagtccagc 343 
ctcccacgcccgtccacggctcccgggcccagcctcgtccacccctccc 392 
cacggtggacaggccctctgtccacccgggccatccccgcccccctgtg 44 1 
tccaccccagtcccgtccaggggggactttatgtgacccttgggcctgg 490 



500 510 520 530 

ctccccatagactcccatgtaagcctgcctcgagtaggtgcctccagag 539 
ccccttttgcccccctggcggcccagcccgacccccgggcgcccccaaa 588 
ctttgtccagatgtccaggggtccccgagggtgaggcccagccccctcc 637 
cgcccctgtccactgccccggtccccccagaagcccccaaaagtagagg 586 
ctcaggccatgcgcgccctgtcaccaggcctgccaaagagccagatcta 735 

740 750 760 770 780 

aggccgggagaggcagccccaaagcgggtgcagtaacaggtaatctctg 784 
gtagtgatttggacccgaaatctgacactttagagctc-ggaggacttt 833 
aaaactctaaaaatcaaaactttagaggcgaatgggcgccattttgtcc 882 
ccacgcgcgcataatggcggacctaggcctaaaacccccaggaagcggg 931 
tctatggttggctgcgctgctgctatctttagaggggaaaagaggaata 980 

990 1000 1010 1020 

agcccccagacaggggagtgggcttgtttgtgacttcaccaaaggtcag 1029 

ggcccaagggggttcgcgttgctaggccaccttctcagtccagcgcgtt 1078 

tacgtaagccagacagcagccaattgtcagttctagggagggggaccac 1 127 

tgcccctggtataaagtggtcctgcagctatttctggtcgcatcagagc 1 175 

gccaggagtccacacaaatgtaagagggggtcttctacctctccctagc 1225 

1230 1240 1250 1260 1270 
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Offenlegungstag: 
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pig : s . 

cctccgccccctccaaggactcgggcccagtttctaac~t t tccccttc 1274 

cctccctcgtcttgccctgcgcccggggccaccttcatcaccg-cgctg 1 323 

actccgccatccaagcctaggggagaccgaagtgaaggccctggaccaa 1 372 

cccggcccgggccccccggtatcgggccagaggtaagtggactttaatt 1 42 1 

ttttctgctaagcccaacactccaccacacccaggcacacactacacac 1 470 

1480 1490 1500 1510 

acccacccgtctcagggtcccctcggacagctcctaagaaggcaccggt 1519 
cgcccagtcctaccagagggggccaagaacccagacgagtccgtagaag 1 568 
ggtcctcgtccagcaagaagaggaggtggtaagcggttcaccttcaggg 1617 
gtaagtaacctgacctctccagggctcacataqagggaggcttagtata 1 666 
catgcttcttgcttttcacaggaacctgggggctagtcigggtgggatt 1715 

1720 1730 1740 1750 1760 

aggctgcctcaagttgcatcagccagggcttcatgccctcctcagttcc 1 764 

ctagtccccgggcttcaggccccctccgtccccgtcctccagagacccg 1813 

ggcttcaggccctgcctctcctgttaccc-ttttagaaccacagcctgga 1 862 

cacatgtgccagacgccttggcctctaaggccctcgggtccccctggac 191 1 

cccggcctcagcaaccctgctgctcccctcctgccaccccagcctcccc 1960 



1970 1980 1990 2000 

ccctccccgtcccccttcgctcctgatcctcccccggtccccagtaggg 2009 
ccgcctgcccccctgcacccagtacctgcccctcttggccacgcacccc 2058 
gggccaggccaccttagacccggccaagccccaiccctgaagacccagc 2107 
ggccattctctctggtaacgagcagagaagaagtagaggcccgcggcca 2156 
-.tgggcccagattgagagaccagtccaggggcccgaggxtggagccagc 2205 

2210 2220 2230 2240 2250 

gggcacccgaggtcccagcacccggtccc-tccggggggcagagacaggc 2254 
agggccccccggcagctggccccgaggaggcgcccggagtggggccggt 2303 
cggctgggctggccgagcccgggtctgggaggtctggggtggcgagcct 2352 
gctgtctcaggaggggcctggctccgccgggtggccctggggiaagtct 2401 
gggaggcagagggtcggcctaggcccggggaagtggagggggatcgccc 2450 

2460 2470 2480 2450 

gggtctctgt-tggcagagtccgggcgatcctctgagaccctccgggccc 2499 
ggactgtcgccctcagccccccagacagaccccagggtciccaggcagg 2548 
gtccggcatcttcaggggcagcaggctcaccaccacaggccccccagac 2597 
ccgggtctcggccagccgagccgaccggcccgcgcctggcgcctcctcg 2646 
aggccagccgccggggttggttctgcccctctctctgtccttcagagga 2695 
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P/6 A C 

2700 2710 2720 2730 2740 

accagggccctcgggcaccccagGgcccctcgggcccgcctccaggcgc 2744 
cctcctggtctccgctcccctctgagccccgttaaacccaaagaatgtc 2793 
tgaggggagccaccctcggggcccaggccccagagtccagaggtcaggg 2842 
gcacctcagggtgcctccccgggtcccaggccagccggagggaccccgg 2891 
cagcccgggcggccccagaggccggttcetcgccccttccccgggcttc 2940 

2950 2950 2970 29S0 

agagcccaggatgtcccccagaagcgaccctaggcgtcccc tc tec tec 2989 
cctccaggcccgcgcc tctccctcgcggagaggggcctctt tgggcect 3038 
caagtccagcccccccgcgacccgagtggcccg 307 1 



